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RESUMO

O Cancer de Mama HER2 positivo é caracterizado por apresentar o receptor 2 do fator de
crescimento epidérmico humano. O Trastuzumabe é um anticorpo monoclonal que inibe o
HER2 e as vias de sinalizacdo que levam a proliferacdo do cancer. Entretanto, alguns
pacientes passam a apresentar resisténcia ao tratamento. Esse trabalho buscou pontuar os
principais genes diferencialmente expressos encontrados em células tratadas com o
Trastuzumabe e os genes diferencialmente expressos que podem estar relacionados a
resisténcia. Para isso, foi realizada uma analise in silico de dados genéticos de trés artigos
cientificos e da plataforma UALCAN, e a sele¢do e a tabulag¢do dos genes foi feita usando
ferramentas computacionais. Foram encontrados quatro genes up-regulados e dois genes
down-regulados nas células tratadas, enquanto foram encontrados cinco genes up-regulados
e sete genes down-regulados nas células resistentes, porém sdo necessarios mais estudos
sobre a sua relagdao com as vias de resisténcia ao Trastuzumabe.

Palavras-chave: cancer de mama; HER2+; Trastuzumabe; resisténcia; genes diferencialmente
eXpressos.

ABSTRACT

HER2-positive breast cancer is characterized by the presence of the human epidermal growth
factor receptor 2. Trastuzumab is a monoclonal antibody that inhibits HER2 and the signaling
pathways leading to cancer proliferation. However, some patients develop resistance to the
treatment. This study aimed to identify the main differentially expressed genes found in cells
treated with Trastuzumab and the differentially expressed genes that may be related to
resistance. An in silico analysis of genetic data from three scientific articles and the UALCAN
platform was performed, and gene selection and tabulation were done using computational
tools. Four up-regulated genes and two down-regulated genes were found in treated cells,
while five up-regulated genes and seven down-regulated genes were found in resistant cells.
However, further studies are needed to understand their relationship with Trastuzumab
resistance pathways.
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1 INTRODUGCAO

O cancer de mama apresenta uma incidéncia alarmante, uma vez que é a neoplasia
maligna que atinge a populacdo feminina brasileira com maior frequéncia. Segundo o
relatério anual do Instituto Nacional do Cancer (INCA), do ano 2023 até o ano de 2025 sdo
estimados 73.610 novos casos de cancer de mama no Brasil. Essa doenca torna-se ainda mais
preocupante uma vez que a célula cancerigena mamaria pode se proliferar vagarosamente
ao longo de varios anos dependendo do subtipo de cdncer de mama. Isso dificulta a
percepcao do tumor por meio da autopalpacdo e impede que um diagndstico precoce seja
feito. Ademais, caso ocorra metastase do tumor, a doenca pode voltar a se manifestar anos
apos o tratamento ter sido encerrado (BRASIL, 2023; MACHADO; SOUZA, 2022).

Existem diversos fatores que influenciam diretamente no tipo de tratamento que serd
utilizado para combater o cancer de mama. Entre esses fatores esta a expressao do receptor
de estrogénio (ER), do receptor de progesterona (PR), do receptor 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (HER2), ou a falta de expressdo desses trés receptores, que classifica o
cancer do tipo triplo negativo (TNBC) (FRAGOMENI; SCIALLIS; JERUSS, 2018).

O HER2 pertence a familia receptor tirosina quinase da proteina B da eritroblastose
(ErbB) e apresenta grande importadncia clinica por ter expressdo acentuada em 20 a 30% dos
canceres de mama mais agressivos. A sua estrutura é composta por uma porg¢ao extracelular
com quatro dominios (I-IV) e uma porcdo intracelular conectada a uma hélice
transmembrana. A ativagdo desse receptor depende da sua dimerizagdo e da sua ligagdo com
o fator de crescimento epidérmico, iniciando assim as vias de transducdo de sinal
intracelulares que promovem o crescimento e diferenciacdao das células epiteliais, bem como
a angiogénese do tumor. Compreender o papel do HER2 no cancer de mama é fundamental
para a escolha do tipo de tratamento que sera iniciado (ZHAO et al, 2021; HOFF et al, 2023).

O cancer de mama pode ser tratado de diversas maneiras, entre as principais delas
estdo o tratamento local, a cirurgia, a radioterapia, a quimioterapia e a hormonioterapia.
Com o avan¢o da medicina, cada vez mais se tem buscado priorizar um tratamento
individualizado para as pacientes com cancer de mama. Para isso, é necessario avaliar alguns
parametros, como o estadiamento do cancer e os marcadores bioldgicos caracteristicos do
tumor. Além desses aspectos, é importante considerar algumas condicdes especificas da
paciente, entre elas idade, comorbidades, preferéncias e niveis hormonais. Um dos tipos de
tratamentos individualizados que vem avang¢ado bastante na medicina é a imunoterapia
(COSTA et al, 2021).

Nos ultimos anos, houve um notdvel avanco no conhecimento a respeito de como o
sistema imune auxilia no combate a diversos tipos de neoplasias. Portanto, variados tipos de
imunoterapia tém sido implementadas no tratamento do cancer, entre eles estdo os
inibidores de checkpoint imunolégico, as vacinas preventivas e os anticorpos monoclonais,
qgue sdo imunoglobulinas desenvolvidas a partir de um Unico clone de linfécito B que
interagem com moléculas extremamente especificas da superficie da célula cancerigena. A
partir dessa ligacdo com a célula tumoral, os anticorpos monoclonais promovem a
citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpos (ADCC) e pelo sistema
complemento (JORGE, 2019).

Os anticorpos monoclonais tém um grande destaque no tratamento do cédncer de
mama HER2 positivo. Um desses anticorpos é o Trastuzumabe, também conhecido como
Herceptin®, que é do tipo imunoglobulina 1 (IgG1l) humanizado e recombinante. Seu

2



CEIJ

EDUCAGAO SUPERIOR

mecanismo de acdo consiste basicamente em se ligar de forma especifica ao dominio
extracelular do HER2, inibindo a ativacdo das vias de sinalizacdo intracelulares responsaveis
pela proliferacdo da célula cancerigena. E além de inibir as vias de sinalizacdo, o
Trastuzumabe também é capaz de auxiliar a citotoxicidade mediada por células dependente
de anticorpos (ADCC) do sistema imunoldgico (HOFF et al, 2023; BRAVO et al, 2023).

Em contrapartida, mesmo que o Trastuzumabe apresente uma aplicacado clinica muito
eficiente e grande desempenho no combate as células tumorais HER2+, alguns pacientes
apresentam uma resisténcia primdria a ele, sem apresentar qualquer tipo de resposta a
terapia, ou até mesmo uma resisténcia secunddria, que é adquirida ao longo do tratamento
enquanto a resposta ao farmaco passa a decair. Essa resisténcia esta ligada a ativacdo e
desregulagdo de muitas vias, entre algumas delas estdo: a via Janus quinase (JAK) /
transdutor de sinal e ativador de transcricdo trés (STAT3), cuja ativacdo contribui para
tumorigenicidade; a via Wnt/B-catenina, cuja ativagdo resulta na transativagdo do receptor
do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e na inducdo de transicdo epitelial-mesenquimal
(TEM); e a via Fosfatidilinositol 3-quinase (PI13K)/proteina quinase B (Akt)/alvo mecanistico da
rapamicina (MTOR) que ativa vias de sinalizacdo alternativas e estimula a expressdo de
outros receptores do tipo HER, levando a proliferacdo das células neoplasicas
(VIVEKANANDHAN; KNUTSON, 2022).

Tendo isso em vista, é perceptivel que, a depender da forma como se expressa, a
célula cancerigena apresenta vias de sinalizacdo e biomarcadores de grande relevancia
clinica. Levando em consideragdao que esses biomarcadores apresentam valor progndsticos e
preditivos importantes, é possivel utilizar a bioinformatica para comparar a expressao dos
genes que os codificam e entender como eles influenciam na progressao da doenca. Dessa
forma, além de serem potenciais novos alvos para futuras terapias, facilitando o diagndstico,
a expressdao desses marcadores pode auxiliar na escolha pelo melhor tratamento
individualizados para as pacientes com cancer de mama HER2 positivo.
(FERNANDEZ-MARTINEZ et al, 2024; YU et al, 2024).

A partir dos avancgos tecnolégicos em pesquisas a respeito das doencgas neoplasicas,
novos dados sdao disponibilizados constantemente. Dessa forma, é necessdario realizar a
analise desses novos dados para que o repertério a respeito das caracteristicas moleculares
encontradas nas células tumorais mamadrias aumente ainda mais. Para isso, a andlise de
Genes Diferencialmente Expressos (DEGs) tem sido muito utilizada pelos pesquisadores.
Esses DEGs sdao registrados em uma lista apds comparar a expressdao génica entre duas
células, assim é possivel perceber quais foram as altera¢des genéticas encontradas em cada
uma delas. Esses genes podem ser tanto up-regulados, apresentam expressdao aumentada
em uma célula especifica ao ser comparado com outra célula, quanto down-regulados, com
uma expressao diminuida. Essas alteracdes quanto a expressdo dos genes sao percebidas por
meio da quantificacdo de niveis de Acido Ribonucleico mensageiro (RNAm) obtida por do
sequenciamento de transcritos (RNA-Seq) (RODRIGUEZ-ESTEBAN; JIANG, 2017).

A partir dessas consideracGes, foi realizada neste trabalho uma analise in silico
utilizando listas de DEGs de células cancerigenas mamadrias HER2+: ndo tratadas, tratadas
com Trastuzumabe e resistentes ao Trastuzumabe. O objetivo deste trabalho foi determinar
quais sao os possiveis genes menos expressos em fungao do tratamento com Trastuzumabe,
quais sao os possiveis genes mais expressos em fung¢ao do tratamento com Trastuzumabe e
guais genes podem estar relacionados com a resisténcia ao Trastuzumabe.



2 METODO
2.1 Coleta de dados

Os dados utilizados para as andlises deste trabalho foram as listas de DEGs fornecidas
pelos trabalhos de WANG et al (2019), disponivel em
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6617483/bin/medi-98-e15872-s001.pdf),
VON DER HEYDE et al (2015), disponivel em
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4339844/bin/pone.0117818.s003.xIse
MURAD et al (2021), disponivel em
(https://ars.els-cdn.com/content/image/1-s2.0-S0378111921004030-mmc2.xlsx).

As listas de DEG destes trabalhos continham o valor de LogFold Change, parametro
qgue indica quantas vezes o gene foi mais expresso (up-regulado) ou menos expresso
(down-regulado), de comparacdes entre células cancerigenas mamadrias HER2+ tratadas com
Trastuzumabe (WANG et al, 2019) e ndo tratadas (UALCAN) ou células cancerigenas
mamarias HER2+ resistentes ao Trastuzumabe e ndo resistentes (MURAD et al, 2021; VON
DER HEYDE et al, 2015).

Para obter a lista que comparava os DEGs de células mamarias saudaveis e de células
cancerigenas mamadrias ndo tratadas foi utilizada a plataforma online UALCAN
(https://ualcan.path.uab.edu/). O University of Alabama at Birmingham Cancer data analysis
Portal (UALCAN) é um portal online que facilita o acesso, a visualizagdo e a andlise do perfil
genodmico, transcriptomico e protedmico de 33 tipos de cancer, além da variagdo da
expressao génica e a correlagdo entre os genes desses tumores, sobrevida dos pacientes e
diversos outros parametros de grande importancia. O UALCAN utiliza sequenciamento de
Acido Ribonucleico (RNA) de nivel trés (RNA-seq) para processar os dados pré-computados
do Atlas do Genoma do Cancer (TCGA), proporcionando aos pesquisadores um estudo
simplificado e acessivel da expressao génica de 20.500 genes codificadores de proteinas
(CHANDRASHEKAR et al, 2022).

2.2 Analise dos dados

As listas contendo os DEGs foram tabuladas utilizando planilha do Excel. A partir das
listas criadas, os diagramas de Venn foram gerados por meio da plataforma InteractiVenn
(http://www.interactivenn.net/) desenvolvida por Heberle et al. (2015), com o objetivo de
gerar listas de genes de intersecdo das comparacoes.

No total, foram gerados trés diagramas para entender a influéncia do Trastuzumabe
sobre a expressdo dos genes das células cancerigenas mamarias e responder as trés
perguntas deste trabalho. Os diagramas foram criados conforme o fluxograma esquematico
da figura 1, sendo: a) lista de genes up-regulados segundo UALCAN; b) lista de genes
down-regulados segundo WANG et al (2019); c) intersecdo com genes a serem analisados; d)
lista de genes down-regulados segundo UALCAN; e) lista de genes up-regulados segundo
WANG et al (2019); f) intersecido com genes a serem analisados; g) lista de genes
diferencialmente expressos segundo VON DER HEYDE et al (2015); h) lista de genes
diferencialmente expressos segundo MURAD et al (2021); i) intersecdo com genes a serem
analisados;
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Figura 1 - Fluxograma esquematico das andlises das listas de DEG.

— UALCAN

— WANG

Lista de DEG—
— MURAD

— VON DER HEYDE

(@ @@ | ® | | @ ® (e (8 (i) (h)

Diagrama 1 Diagrama 2 Diagrama 3

Legenda: Representacdo dos trabalhos dos quais foram obtidas as listas de DEGs para posterior
tabulagdo no Excel. Diagrama 1 - genes up-regulados em células cancerigenas mamadrias HER2
positivas ndo tratadas X genes down-regulados em células cancerigenas mamadrias HER2 positivas
tratadas com Trastuzumabe; Diagrama 2 - genes down-regulados em células cancerigenas mamarias
HER2 positivas ndo tratadas X genes up-regulados em células cancerigenas mamarias HER2 positivas
tratadas com Trastuzumabe; Diagrama 3 - DEGs em células cancerigenas mamarias HER2 positivas
resistentes ao Trastuzumabe descritos tanto no trabalho de MURAD et al (2021) quanto no trabalho
de VON DER HEYDE et al (2015).

Em relagdo ao Diagrama de Venn feito com base nos trabalhos de MURAD et al (2021)
e de VON DER HEYDE et al (2015), os genes que se apresentaram em sua intersecdo foram
tabulados no Excel. Em seguida foi aplicado um filtro que tinha como objetivo manter apenas
0s genes que se apresentavam igualmente up-regulados ou down-regulados em ambos os
trabalhos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Possiveis genes menos expressos em fung¢do do tratamento com Trastuzumabe.

As primeiras analises realizadas neste trabalho tinham como objetivo determinar se
os genes inibidos pelo Trastuzumabe tém ligagdo com a evolu¢do do tumor de células
mamarias cancerigenas HER2 positivas. Para o esclarecimento dessa questdo foi necessario
identificar quais genes se apresentam concomitantemente down-regulados em células
tratadas com o Trastuzumabe e up-regulados em células ndo tratadas. Para a identificacao
desses genes especificos foi criado o Diagrama de Venn utilizando lista de genes
up-regulados no cancer sem tratamento (UALCAN) e lista de genes down-regulados pelo
tratamento com Trastuzumabe (WANG et al, 2019).

Foi possivel verificar que 139 genes que se encontram down-regulados nas células
tratadas com Trastuzumabe ndo se apresentam up-regulados nas células nao tratadas, bem
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como 246 genes que estao up-regulados em células ndo tratadas nao estdao down-regulados
nas células tratadas com Trastuzumabe. Entretanto, ao avaliar a intersecdo do diagrama,
verificou-se que existem 4 genes que se encontram down-regulados em células tratadas com
Trastuzumabe e se apresentaram up-regulados em células n3do tratadas, conforme sera
apresentado na figura 2 abaixo.

Figura 2 - Correlacdo entre genes up-regulados em células ndo tratadas e down-regulados
em células tratadas com Trastuzumabe.

Genes analisados

Genes up-regulados em células cancerigenas Genes down-regulados em células cancerigenas
'y
mamarias HER2+ ndo tratadas mamarias HER2+ tratadas com Trastuzumabe
(250) (143)
246 4 139

Legenda: A figura 2 foi gerada pela ferramenta Interactive Venn, através do compilado dos dados de
DEGs obtidos pelo UALCAN e pelo trabalho de WANG et al (2019), gerando assim um Diagrama de
Venn com intersec¢do dos genes up-regulados em células cancerigenas mamarias HER2 positivas ndo
tratadas e genes down-regulados em células cancerigenas tratadas com Trastuzumabe.

A tabela 1 apresenta a descricdo dos genes de intersecdo obtidos no diagrama de
Venn a partir de informacdes obtidas no GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
O GenBank é um banco de dados publico on-line e de facil acesso disponibilizado pelo
National Center for Biotechnology Information (NCBI). Esse banco de dados contém mais de
vinte e cinco trilhGes de pares de bases e suas sequéncias de nucleotideos disponibilizadas
pelo European Nucleotide Archive (ENA) e pelo DNA Data Bank of Japan (DDBJ). O principal
objetivo dessa plataforma é fornecer informacgdes atualizadas e confidveis sobre sequéncias
de DNA, facilitando o acesso de pesquisadores a essas informacg6es (SAYERS et al, 2024). Os
genes de interse¢do obtidos no diagrama de Venn sdao: CXCL10, CALML5, PLAUR e TAP1.

Tabela 1 - Descri¢ao dos 4 genes up-regulados em células ndo tratadas e down-regulados em
células tratadas com Trastuzumabe.

Genes Descrigao

CXCL10 Codifica quimiocina que se liga ao receptor CXCR3. Essa ligacao
promove diversas acdes, entre elas o estimulo de mondcitos e
células natural killer (NK), a migracdo de células T e a
modulacdo da expressdo génica de moléculas de adesao.
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CALML5 Codifica proteina de ligacdo ao calcio presente nas células da
epiderme; essa proteina passa por uma mudanca
conformacional apds se ligar ao cdlcio; sua expressdo em
grande escala ocorre apenas para a diferenciacdo de
gueratindcitos e somente em epiderme reconstituida; pode se
associar a enzima transglutaminase 3, que apresenta um papel
essencial na diferenciagao terminal de queratindcitos.

PLAUR Codifica o receptor do ativador do plasminogénio tipo
uroquinase (UPAR); auxilia na localizagdo e na estruturacdo da
proteina plasmina; possivelmente exerce influéncia sobre
processos ligados a ativacdo do plasminogénio presente na
membrana plasmatica das células e a degradacdo da matriz
extracelular em pontos especificos; tem papel importante na
localizacdo do ativador do plasminogénio.

TAP1 Codifica o transportador associado ao processamento de
antigeno 1, uma proteina associada a membrana que pertence
a familia ATP-binding cassette (ABC) transporters; essas familia
de proteinas atua no transporte intra e extracelular de
moléculas através da membrana plasmatica; é uma proteina
gue participa do bombeamento de peptideos citosélicos
degradados pelo interior do reticulo endoplasmatico até um
compartimento especifico para moléculas de classe |,
localizado na membrana da célula; estd envolvida na
resisténcia a diversos medicamentos.

Fonte: GenBank

Como visto na tabela 1, o gene CXCL10 é responsavel por codificar uma quimiocina
chamada proteina induzida por interferon gama 10 (IP-10). Estudos anteriores determinaram
que essa quimiocina auxiliava no combate ao tumor pela mobilizagdo de leucdcitos para a
regido tumoral e aumento da inflamagdo local. Entretanto, estudos mais recentes vém
demonstrando que a expressao desse gene na realidade promove a proliferagao, invasao e
migracdo de células cancerigenas mamarias, além de ser um potencial modulador da
transicao epitelial-mesenquimal dessas células (KIM et al, 2021).

O CALML5 também foi um dos genes down-regulados pelo tratamento com
Trastuzumabe. Atualmente, poucos estudos abordam a influéncia desse gene no cancer de
mama. Um deles tratou sobre a ubiquitinacdo ligada a k63 do CALML5 em pacientes na
pré-menopausa com cancer de mama. Essa ubiquitinacdo é uma modificacdo
pods-traducional envolvida em diversos processos celulares, como o reparo de DNA. Nesse
estudo foi demonstrado que o CALML5 apresenta uma di-ubiquitinacdo ligada a k63 que estd
envolvida na carcinogénese do cancer de mama. Além disso, foi visto que a proteina
codificada por esse gene estda aumentada no cancer de mama invasivo e metastdtico e que
esse gene pode estar relacionado ao quadro altamente agressivo e com um grau
consideravel de recorréncia apresentado pelos pacientes pré-menopausa com inicio precoce
da neoplasia (DEBALD et al, 2013).
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Outro gene relacionado a um quadro mais agressivo do cancer de mama é o PLAUR.
Este gene, como descrito na tabela 1, codifica o receptor uPAR. Um estudo recente
demonstrou que o processo de metdstase foi altamente detectado em pacientes com cancer
de mama que apresentavam uma maior expressdao do gene PLAUR e altas quantidades do
receptor uPAR. Ademais, também foi relatado que existe uma correlagao direta entre uma
maior expressdo de HER2 e uma maior expressdo de uPAR. Essa maior expressao
concomitante de HER2 e uPAR estd ligada a um fendtipo mais agressivo, com maior
recorréncia e metastase em tumores mamarios primarios. E importante ressaltar que a
maior expressao de HER2 esta relacionada a uma baixa taxa livre de doenga, bem como
menor sobrevida local. Portanto, uma maior expressdao de uPAR também esta conectada a
esses aspectos e a um mau progndstico (SMARADHANIA et al, 2021).

Enquanto o gene PLAUR possui uma influéncia mais bem definida no cancer de
mama, o gene TAP1 tem apresentado um papel contraditorio. Estudos anteriores
determinaram que a maior expressdao do gene TAP1 levaria a um aumento da producdo da
proteina responsavel pela apresentacdo de antigenos tumorais pelo complexo de
histocompatibilidade classe | (MHC-I) na superficie celular. Isso facilitaria a deteccdo desses
antigenos pelos linfocitos T e promoveria uma resposta antitumoral. Porém, um estudo mais
recente indicou que a maior expressdo desse gene no cancer de mama pode estar
relacionada ao desenvolvimento do cdncer. Nesse estudo, os pesquisadores demonstraram
gue a maior expressao de TAP1 estd correlacionada a uma baixa taxa de sobrevivéncia em
canceres de mama, pulmao e figado (TABASSUM et al, 2021).

Além da pesquisa abordando a relagdao entre a expressdo do gene TAP1 ao cancer de
mama, pulmao, figado e ovdrio, foi feito um estudo direcionado especificamente ao cancer
de mama. Nesse estudo foi demonstrado que a maior expressdo de TAP1 no cancer de mama
pode indicar um fendtipo mais agressivo de tumor, uma vez que a maioria dos tumores de
alto grau tém maiores niveis de expressao de TAP1. Assim, levantou-se a hipétese de que os
niveis de TAP1 se encontram mais elevados em fun¢do de infiltrados imunolégicos que
secretam altas quantidades de IFN-y. Com a secregdo de IFN-y, as células tumorais perdem o
controle sobre seu proéprio ciclo celular e sobre a expressao do gene TAP1, gerando células
menos diferenciadas e tumores de estdgio avancado (HENLE et al, 2017).

Todos esses genes estdo relacionados a um mau progndstico ou contribuem para a
progressao do tumor mamadrio ou agravamento da doenca de alguma forma. Portanto, o fato
do Trastuzumabe estar diminuindo a expressdao desses genes, como demonstrado na analise
desse trabalho, indica que a acdo desse anticorpo monoclonal proporciona uma melhor
resposta antitumoral e melhora o progndstico dos pacientes.

3.2 Possiveis genes mais expressos em func¢ao do tratamento com Trastuzumabe.

Em seguida, buscou-se complementar a analise inicial da potencial acdo do
Trastuzumabe sob a expressdo génica tumoral. Formulou-se a hipdtese de que os genes
estimulados pelo Trastuzumabe podem estar envolvidos com a regressao do tumor a partir
do tratamento. Para essa segunda analise foi necessario identificar quais genes se
apresentam simultaneamente up-regulados em células tratadas com o Trastuzumabe e
down-regulados em células ndo tratadas. Para esse propdsito foi criado outro Diagrama de
Venn utilizando lista de genes down-regulados no cancer sem tratamento (UALCAN) e lista de
genes up-regulados pelo tratamento com Trastuzumabe (WANG et al, 2019).
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Nessa andlise foram identificados 281 genes que se encontram up-regulados nas
células tratadas com Trastuzumabe ndo se apresentam down-regulados nas células nao
tratadas, além de 248 genes que estdo down-regulados em células ndo tratadas ndo estdo
up-regulados nas células tratadas com Trastuzumabe, conforme serd apresentado na figura 3
abaixo.

Figura 3 - Correlacdo entre genes down-regulados em células ndo tratadas e genes
up-regulados em células tratadas com Trastuzumabe.

Genes analisados

Genes down-regulados em células cancerigenas Genes up-regulados em células cancerigenas
mamarias HER2+ ndo tratadas mamarias HER2+ tratadas com Trastuzumabe
(250) (283)
248 2 ‘ 281

Legenda: A figura 3 foi gerada pela ferramenta Interactive Venn, através do compilado dos dados de
DEGs obtidos pelo UALCAN e pelo trabalho de WANG et al (2019), gerando assim um Diagrama de
Venn com intersec¢do dos genes down-regulados em células cancerigenas mamarias HER2 positivas
nao tratadas e genes up-regulados em células cancerigenas tratadas com Trastuzumabe.

Foram encontrados 2 genes na intersecao do Diagrama criado, ambos up-regulados
em células tratadas com Trastuzumabe e down-regulados em células nao tratadas. Esses
genes foram: CPB1 e CDO1. A descricao desses genes se encontra na tabela 2 abaixo.

Tabela 2 - Descricdo dos 2 genes down-regulados em células ndo tratadas e up-regulados em
células tratadas com Trastuzumabe.

Genes Descrigao

CPB1 Enzima proteolitica carboxipeptidase B1, altamente especifica
do tecido pancreadtico; permite a acao da
metalocarboxipeptidase; participa ativamente da protedlise
gue ocorre no espaco extracelular.

CDho1 Enzima cisteina dioxidase tipo 1, responsavel por catalisar a
conversao da L-cisteina a 3-sulfinoalanina; relacionada a
ligacdo da cisteina ao ferro ferroso; envolvida na sintese de
taurina e de aminoacidos sulfurados.

Fonte: GenBank



Apenas dois genes na andlise deste trabalho foram up-regulados pelo Trastuzumabe.
Um estudo recente indicou que niveis elevados do gene CPB1 esta relacionada a melhores
resultados de sobrevida livre de recidiva, sobrevida global e sobrevivéncia pds-progressao
entre os pacientes com cancer de mama. Essa hipdtese foi levantada pois nesse estudo as
células de carcinoma ductal in situ que apresentavam maior expressao do gene CPB1 tinham
uma menor probabilidade de progredir para carcinoma ductal invasivo, que é uma doenca
mais agressiva. Também foi descrito que uma menor expressdo desse gene levou células de
carcinoma ductal in situ a adquirirem propriedades invasivas, migratdrias e tumorigénicas e
levou a um quadro mais grave de cancer de mama (KOTHARI et al, 2021).

Enquanto o gene CPB1 foi relacionado a sobrevida dos pacientes, o gene CDO1 foi
associado a supressdao de diversos processos neopldsicos. O gene CDO1 codifica a cisteina
dioxigenase 1 e sua expressdo geralmente se encontra diminuida no cancer de mama,
levando a um mau prognéstico e resultados desfavordveis. Isso se deve a hipermetilacdo do
promotor do gene CDO1, processo que silencia a transcricdo do gene. Um estudo recente
avaliou os efeitos da desmetilagdo do promotor de CDO1 com CRISPR/dCas9, e essa
desmetilacdo levou a um aumento da expressdo do gene CDO1. Foi observado que, quanto
maior a expressdo desse gene, maior é a supressdo da migracao, invasao e proliferacdo das
células neoplasicas mamarias. Além disso, o gene também induziu a apoptose e ferroptose e
impediu a progressao do seu ciclo celular das células tumorais (YANG et al, 2023).

Ambos os genes estdo relacionados a melhores resultados de sobrevivéncia ou
supressao do tumor mamario. Dessa forma, ao aumentar a expressao dos genes CPB1 e
CDO1, como descrito na andlise realizada nesse trabalho, mais uma vez é possivel perceber o
papel antitumoral do Trastuzumabe e sua influéncia em melhorar o progndstico dos
pacientes com cancer de mama HER2 positivo.

3.3 Genes que podem estar relacionados com a resisténcia ao Trastuzumabe.

Além de células cancerigenas mamarias HER2 positivas nao tratadas e células
cancerigenas que responderam ao tratamento com Trastuzumabe, esse trabalho também se
prop6s a analisar a expressdao genética de células cancerigenas mamarias HER2 positivas
resistentes ao Trastuzumabe.

O trabalho de VON DER HEYDE et al (2015) comparou linhagens celulares sensiveis
ao Trastuzumabe (BT474) a linhagens celulares com resisténcia intrinseca (HCC1954) e
adquirida (BTR50) ao farmaco. Ja o trabalho de MURAD et al (2021) comparou linhagens
celulares sensiveis ao Trastuzumabe (SKBr3 e BT-474) a linhagens celulares com resisténcia
adquirida (SKBr3HerR e BT-474HerR). A intencdo de ambos os trabalhos foi detectar os genes
gue afetam a eficiéncia do Trastuzumabe sobre o tumor mamario.

Para examinar quais genes podem estar relacionados a essa resisténcia, foi criado
um Diagrama de Venn utilizando lista de genes diferencialmente expressos de células
resistentes ao Trastuzumabe geradas nos trabalhos tanto de MURAD et a/ (2021) quanto de
VON DER HEYDE et al (2015). Foram encontrados no total 24 genes identificados em ambos
os trabalhos conforme serd apresentado na figura 4 abaixo. Esses genes foram: ACSS1, AFF3,
ATP2A3, CLDN1, COLEC12, CTGF, ECI2, GBP1, GDF15, GREB1, IFI27, IFITM1, KLK5, KLK8, KRTS5,
KRT81, LCN2, NCAM2, RGL3, S100A9, STXBP2, TFF1, TFF3, TINAGL1.
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Figura 4 - Correlacdo entre genes diferencialmente expressos em células resistentes ao
Trastuzumabe.

Genes analisados

Genes diferencialmente expressos em células Genes diferencialmente expressos em células
2
cancerigenas mamadrias resistentes ao cancerigenas mamarias resistentes ao
Trastuzumabe ( VON DER HEYDE et al, 2015) Trastuzumabe (MURAD et al, 2021)
22 24 7422

Legenda: A figura 4 foi gerada pela ferramenta Interactive Venn, através do compilado dos dados de
DEGs obtidos pelo pelos trabalhos de VON DER HEYDE et al (2015) e MURAD et al (2021), gerando
assim um Diagrama de Venn com intersec¢cdo dos genes diferencialmente expressos em células
cancerigenas mamarias HER2 positivas resistentes ao Trastuzumabe.

Apds a tabulacdo dos DEGs encontrados na intersecdo do Diagrama formado, foi
aplicado um filtro que excluiu todos os genes que ndo eram up-regulados em ambos os
trabalhos, bem como aqueles que ndo eram down-regulados em ambos os trabalhos. Com
isso, dos 24 genes presentes na intersecdo do Diagrama, 12 deles se encontravam
up-regulados ou down-regulados em ambos os trabalhos. Mais especificamente, 5 deles se
apresentaram up-regulados, sendo eles AFF3, ATP2A3, COLEC12, GREB1 e NCAM2, e 7 deles
se apresentaram down-regulados, sendo eles CLDN1, IFI27, KRT5, KRT81, LCN2, S100A9 e
STXBP2. A descricdo desses genes se encontra na tabela 3 abaixo.

Tabela 3 - Descricdo dos genes diferencialmente expressos em células cancerigenas
mamarias HER2 positivas resistentes ao Trastuzumabe.

Genes up-regulados Descrigcao

AFF3 Codifica um tipo de ativador transcricional do nucleo
exclusivo ao tecido, principalmente ao tipo linfoide;
pertence a familia de genes LAF4/MLLT2; ao ativar o
processo de transcricdo do nucleo, pode influenciar no
desenvolvimento linfoide e na oncogénese.

ATP2A3 Codifica um dos tipos das bombas intracelulares SERCA
Ca(2+)-ATPases; se encontram nos reticulos
sarcoplasmaticos ou endoplasmaticos dos midcitos;
responsavel por catalisar a hidrélise do ATP ao passo que
transloca o calcio no sentido citosol-limen do reticulo
sarcoplasmatico; um dos componentes essenciais para a
excitacdo e contragdao muscular, uma vez que participa do
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processo de sequestro de calcio.

COLEC12

Codifica um receptor necréfago, proteina do tipo lectina
C; possui um papel importante quando se trata na defesa
do organismo; auxilia no reconhecimento e na remogao
de determinados microrganismos por possuir dominios
de reconhecimento que se ligam a carboidratos; exerce
um papel importante no reconhecimento, bem como na
internalizacdo e degradacdo, da lipoproteina de baixa
densidade apds ter sido alterada a partir do processo de
oxidacdo realizados por células endoteliais vasculares.

GREB1

Gene diretamente influenciado pelo hormonio estrogénio
e pelas vias que o receptor de estrogénio regula nas
células de tecidos neopldsicos e de tecidos responsivos a
hormonios.

NCAM2

Codifica uma proteina de membrana tipo |, uma
imunoglobulina; esta envolvida na fasciculagdo seletiva e
na proje¢ao zona a zona dos axonios olfatérios primarios.

Genes down-regulados

Descricao

CLDN1

Codifica uma proteina do tipo claudina integrante da
membrana celular e um dos elementos que forma as fitas
de juncdo estreita no folheto citoplasmatico e
extracitoplasmadtico; importante na adesdao celular
epitelial e endotelial; por fazer parte da fita de juncdo
estreita, evita a passagem desregulada de solutos pelo
espaco paracelular.

IF127

Codifica uma proteina situada na membrana da
mitocondria e na membrana interna do nucleo; é por
meio dessa proteina que o fator de transcri¢cdo de ligacdao
especifica ao DNA da RNA polimerase exerce sua
atividade de ligacdo; incluida no metabolismo de
proteinas celulares; participa da defesa contra
microrganismos invasores; atuante na via extrinseca da
sinalizacdo de apoptose; envolvida na regulacdo negativa
da transcricdo de RNA exercida pela RNA polimerase;
regula a saida de proteinas do nucleo;

KRTS

Codifica a proteina citoqueratina tipo Il; esse tipo de
gueratina se apresenta em uma morfologia de cadeias
heterotipicas em pares; passam a se apresentar no
decorrer da diferenciacdo dos tecidos epiteliais simples e
estratificados; presente na camada basal da epiderme
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juntamente de um membro da familia KRT14.

KRT81 Codifica proteina queratina capilar tipo II; participa da
formagcdo de cabelos e wunhas; apresenta uma
heterodimerizacdo com queratinas tipo [; esta altamente
relacionada a subfamilia das queratinas composta por
KRTHB1, KRTHB3 e KRTHB6; esta presente no no foliculo
capilar, mas principalmente no cértex capilar.

LCN2 Codifica proteina tipo lipocalina; uma de suas funcgdes
consiste em transportar algumas moléculas de carater
hidrofébico como lipidios, hormoénios esteroides e
retinoides; esta relacionada a gelatinase de neutrdfilos;
participa de alguns processos da imunidade inata como
limitar o desenvolvimento de bactérias pelo sequestro de
sideréforos; pode estar relacionada a homeostase do
tecido cutdneo; pode estar linkada a supressdo da
invasividade e da metastase de células neopldsicas.

S100A9 Codifica uma proteina do tipo S100; apresenta dois
motivos de ligacdo ao calcio do tipo EF-hand; esta
presente no citoplasma, como também pode estar no
nucleo, de diversos tipos de células; desempenha um
papel importante na regulacdo da progressdo e na
diferenciacdo do ciclo celular; pode estar envolvida no
processo de inibicdo de enzimas tipo caseina quinase;

STXBP2 Codifica proteina do tipo STXBP/unc-18/SEC1; participa
do trafego intracelular; envolvida na regulacdo da
regulacdo da construcdo do complexo SNARE (receptor
de proteina de ligacdo NSF soluvel); ligada ao processo
responsdvel pela liberacdo de granulos citotéxicos por
células natural killer (NK).

Fonte: GenBank

Os genes que foram abordados neste trabalho sdo aqueles que possuem literatura
gue aborda especificamente estes genes no cancer de mama ou que ja foram relacionados a
alguma via conhecida que leva a resisténcia ao Trastuzumabe.

O primeiro gene encontrado nesta andlise que pode estar relacionado a resisténcia ao
Trastuzumabe é o AFF3. Ainda sdo necessarios mais estudos para compreender seu papel no
cancer de mama e na resisténcia ao Trastuzumabe. Entretanto, um estudo demonstrou que a
maior expressao de AFF3 em células mamadrias gerou resisténcia ao tamoxifeno,
medicamento utilizado no tratamento de cadncer de mama positivo para receptor de
estrogénio. Nesse estudo verificou-se que a maior expressdo de AFF3 ativou a via de
sinalizacdo do receptor de estrogénio, promovendo o crescimento do tumor de forma
independente a esse horménio e levou a transcricdo de genes promotores do crescimento
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tumoral regulados por esse receptor. Além disso, foi observado que o aumento da expressao
desse gene estava ligado a um fendtipo mais agressivo e a uma pior sobrevida global em
pacientes com cancer de mama positivos para receptor de estrogénio (SHI et al, 2018).

A funcdo fisioldgica do AFF3 ainda ndo é compreendida, entretanto um estudo
associou o AFF3 aos efeitos oncogénicos da 3-catenina em células do cancer adrenocortical.
Nesse estudo também foi demonstrado que uma maior expressao do AFF3 estd relacionada
a maior expressao do gene CCND1, que esta diretamente correlacionado a acdo direta da via
Wnt/B-catenina em células cancerigenas mamadrias. Dessa forma, levantou-se a hipdétese de
que o aumento da expressdo de AFF3 depende da ativagdo da via Wnt/B-catenina no cancer
de mama. E importante ressaltar que a ativa¢do da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina leva a
transativacdo do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) e promove transicao
semelhante a transicdo epitelial para mesenquimal, que leva a resisténcia ao Trastuzumabe
em células cancerigenas mamarias HER2 positivas. Portanto, pode-se levantar a hipdtese de
que o gene AFF3 se encontra mais expresso em células resistentes ao Trastuzumabe em
fungdo da sua relagdo com a via Wnt/B-catenina (LEFEVRE et al, 2015; WU et al, 2012).

Outro gene altamente expresso nas células resistentes ao Trastuzumabe foi o NCAM2.
Um estudo indicando que o NCAM2 pode ser uma molécula alvo para terapia génica de
cancer de prostata também detectou uma maior expressao desse gene em algumas linhas
celulares de cancer de mama. O papel do NCAM2 no cancer ainda precisa ser mais estudado.
Entretanto, nesse mesmo estudo, foi relatado que a expressdo desse gene era induzida pelo
transdutor de sinal e ativador da transcrigdo-5 (STAT5). J4 se sabe que o STATS se encontra
desregulado em muitos canceres e faz parte da via de sinalizacdo JAK/STATS, que esta
associada a um mau progndstico em cancer de ovario, de prostata, entre outros. Essa via de
sinalizacdo é iniciada pela interleucina-6 (IL-6), que curiosamente também estd relacionada a
resisténcia ao Trastuzumabe (TAKAHASHI et al, 2011).

Sabe-se que a exposi¢ao a longo prazo ao Trastuzumabe gera o aumento de IL-6 nas
células mamadrias inicialmente responsivas ao medicamento. O aumento de IL-6
consequentemente causa uma ativacdo exacerbada de transdutor de sinal e ativador da
transcricdo-3 (STAT3). A hiperativacdo de STAT3 promove a expressdao de mucina-1 (MUC1) e
mucina-4 (MUC4), que levam a célula a adquirir resisténcia ao anticorpo monoclonal ao
ativar persistentemente o HER2 na membrana celular e bloqueio da ligacao do Trastuzumabe
ao HER2. Dessa forma, é possivel levantar a hipdtese de que as grandes quantidades de IL-6
podem gerar um aumento na expressao de NCAM2, bem como gerar resisténcia ao
Trastuzumabe. Entretanto, mais pesquisas devem ser realizadas a fim de descobrir a relacdo
entre o gene NCAM2 e a resisténcia ao Trastuzumabe adquirida pelas células cancerigenas
mamarias (LI et al, 2014).

Assim como as vias mencionadas anteriormente, a via PI3K/Akt/mTOR também
desempenha um papel muito importante na resisténcia ao Trastuzumabe. Um estudo
recente apontou que o gene GREB1 consegue regular a sinalizacdo da via PI3K/Akt/mTOR.
Primeiramente, o estudo demonstrou que o silenciamento deste gene leva a inibicdo do
crescimento do tumor. Em seguida, o estudo pontuou que o GREB1 ativa a PI3K, que
converte fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) em fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3).
Depois de formado, o PIP3 ativa Akt, uma proteina que tem papel fundamental na via de
sinalizacdo responsavel pelo crescimento e pela proliferacao celular. Dessa forma, conclui-se
gue o GREB1 tem um papel crucial na proliferacdo das células cancerigenas mamarias
responsivas aos estrogénio (HAINES et al, 2020).
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A via PI3K/Akt/mTOR estd relacionada a resisténcia ao Trastuzumabe uma vez que ela
pode ser ativada por outras maneiras que nao pela ativacdo do HER2. Ou seja, mesmo que o
Trastuzumabe impeca a ligacdo entre o HER2 e o fator de crescimento epidérmico humano
(EGF), ainda assim a via PI3K/Akt/mTOR pode ser ativada e levar ao crescimento exacerbado
e proliferacao das células cancerigenas mamarias. Portanto, se o GREB1 consegue ativar essa
via, ele pode estar relacionado a resisténcia ao Trastuzumabe (DONG et al, 2021).

Na andlise realizada neste trabalho, o gene ATP2A3 encontrou-se up-regulado em
células cancerigenas mamadrias resistentes ao Trastuzumabe. A principio, foi gerada a
hipotese de uma maior expressdo desse gene levaria a um mau progndstico. Entretanto, um
estudo recente demonstrou que o fitoestrogeno Resveratol é responsavel por aumentar a
expressdao de ATP2A3, e essa maior expressdo induziu o processo de apoptose através de
modificagdes nas concentracdes de célcio intracelular. E preciso que haja uma investigacio
mais aprofundada sobre quais sdo as vias de sinalizacdo relacionadas a expressdo de ATP2A3
especificamente no cancer de mama. Dessa forma sera possivel compreender qual a relacdo
deste gene com a resisténcia ao Trastuzumabe (IZQUIERDO-TORRES et al, 2019).

Além da contradicdo encontrada em relacdo a maior expressdao do gene ATP2A3, a
analise realizada nesse trabalho também encontrou um outro empecilho. A pouca
guantidade de pesquisas relacionando os demais genes mencionados na tabela 3 com o
cancer de mama prejudicou que discussGes mais aprofundadas fossem realizadas. Portanto,
€ necessario que mais pesquisas sejam feitas futuramente para aprofundar a compreensao
sobre o papel desses genes na resisténcia ao Trastuzumabe.

4 CONCLUSAO

O anticorpo monoclonal humanizado Trastuzumabe tem sido muito utilizado no
tratamento de pacientes com cancer de mama HER2 positivo. Ele vem apresentado
resultados muito promissores e tem contribuido para um melhor progndstico da doenca.
Entretanto, existem pacientes que passam a apresentar uma certa resisténcia primaria ou
adquirida ao Trastuzumabe, fazendo com que seu tratamento se torne um grande desafio.
Identificar e analisar os genes diferencialmente expressos nas células mamarias neoplasicas
antes e apds o tratamento com Trastuzumabe, bem como nas células que apresentam
resisténcia a ele, auxilia a revelar novos alvos terapéuticos e possiveis biomarcadores que
podem ser utilizados para novas abordagens de tratamento.

A partir da andlise dos genes diferencialmente expressos em células cancerigenas
mamarias ndo tratadas, tratadas e resistentes ao Trastuzumabe, foi possivel responder as
perguntas estabelecidas nos objetivos deste trabalho. Os genes down-regulados em funcao
do tratamento com Trastuzumabe foram CXCL10, CALML5, PLAUR e TAP1. Jd os genes
up-regulados a partir do tratamento foram CPB1 e CDO1. Por fim, os genes possivelmente
relacionados a resisténcia ao Trastuzumabe foram AFF3, ATP2A3, COLEC12, GREB1, NCAM2,
CLDN1, IFI127, KRTS5, KRT81, LCN2, S100A9 e STXBP2.

Todavia, este trabalho apresentou algumas limitacdes. Na pesquisa por trabalhos
anteriormente publicados para compor os dados a serem tabulados e analisados, foram
raras as publicacGes que disponibilizaram as tabelas completas dos genes diferencialmente
expressos identificados nos estudos. Portanto, podem existir mais genes importantes que
ndo foram abordados uma vez que ndo foram disponibilizados. Além disso, sdo necessarios
novos estudos que demonstrem de forma mais detalhada quais sdo as vias de sinalizacdo
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desses genes especificamente no cancer de mama e quais mecanismos de acdo e de
resisténcia ao Trastuzumabe influenciam na expressao desses genes.
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